Jihogeska universita vCeskych Budsjovicich

Prirodovédecka fakulta

Katedra medicinské biologie

4

R

Vyskyt klist’at a jimi Qienééenych patogein v méstskem
parku v Ceskych Budgjovicich

Bakal&ska prace

Zuzana Vavruskova

Vedouci prace: Prof. RNDr. Libor Grubhoffer, CSc.
Skolitel specialista: Mgr. Vaclav Honig

Ceské Budjovice



Vavruskova Z., 2010: Vyskyt kifat a jimi fenaSenych patogéw mestském parku
v Ceskych Budjovicich [Occurence of ticks and tick-borne pathagye a urban park area of
Ceske Budejovice, Bc Thesis, in Czech].

Annotation:A total of 369I1xodes ricinudicks (330 nymphs, 39 adults) were collected & th
urban park area Stromovka in Ceske Budejovice (CRapublic) and tested for the presence
of Lyme disease spirochd®®rrelia burgdorferisensu lato.

Prace byla finafné podpdena grantyVyzkumny zangr PifF JU 6007665801, Vyzkumné
centrum 39-LC06009.

ProhlaSuji, Ze jsem svoji bakés&ou praci vypracovala samostajen s pouzitim uvedené
literatury.

Prohlasuji, ze v souladu s 8§ 47b zakén&11/1998 Sb. v platném &mi souhlasim se
zverejnénim své bakai&ké prace, a to v nezkracené patlelektronickou cestou ve kejné
piistupnéasti databaze STAG provozované diggkou universitou €eskych Budjovicich
na jejich internetovych strankach.

V Ceskych Budjovicich dne 30. dubna 2010



Zuzana VavruSkova

Podtkovani:

Na tomto mist bych rada patkovala hlavi svému Skoliteli-specialistovi Mgr. Vaclavu
Honigovi za nezrérnou trgglivost, rady a odborné vedeni vipghu celé prace. Dalsi
podtkovani paiti mému Skoliteli a vedoucimu labor&tdViolekularni biologie vektaér

a patogefi Prof. RNDr. Liboru Grubhofferovi, CSc. za moZnpsicovat v této laboraitio
V neposlednfac dékuji vdem Mgr. Janu Stbovi, kolegim a studeriim v laborat#i za
piijemné pracovni pro&di a pomocib feSeni probléin Daale mé patkovani paiti

Bc. Patriku Kilianovi za zajighi vzorki. Mé podkovani paiti moji matce za tiivost

a podporu nejenipstudiu



Obsah

ODSAN....c et 1
SEZNAM ZKIATEK. ......eeeiieiiitiii et ettt e e e e e et e et e e et e e e e et e e s s 2
L. UVOU .o em ettt ettt ettt et at et st et ettt et et et et e et ete et ere et ene et eteetereenenas 3
2. HIQVNT CIlE PrACE.....cc oo 4
I I =T = 14 oV 7= 1= SRRSO 5
3.1.Borrelia burgdorferiSENSU [0 ...........ceiiiiiiiiiiiie e 5
3.1.1 TaXONOMICKE ZAZENI......coiiuiiiii ittt 5
1T B Y/ (o] 0] (o T [P P PP PPPPPPP TP 5
1 0 I N =T T 1 o IO PP PUPPPPRRPTT 6
3.1.4 Variabilita v rAMCi KOMPIEXU .....uvviiirceeiii it 7
3.1.5 Lymeské borelioza - historigiznaky, I€ba.............ccooiiiiiiiiiii e 8
3.2. Kli¥ata jako vektti B. DUrgdOrferi............uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeaeeeseeevveeeveeerreenneennnennne 9
3.2.1 TaXONOMICKE ZAZENI......cciiuiiiii ittt 9
I Y/ (o] g 0] (o = PP PPPP P PPPPIN 10
3.2.3 Metody detekce a identifikace genomovychtiruh................cccneee, 11
3.3. CirkulaceB. burgdorferiv prrotk ...........eiiiiiiiie et 12
R 01 A (011 11 (][ TSP UPPRPRUPPPRT 12
3.3.2B. burgdorferiv urbannich a periurbannich oblastech.....cccceeeeeoooool 13
Y o (T = L= W 1= oo Y2 PPRERRRR 14
4.1 SIEM VZOTKIL. ...ttt e et e et e e 14
4.2 DetekcedBorrelia burgdorferis.l. ... 14
4.3 Metody identifikace genomovych diuB. burgdorferis.l. ... 16
LY A2 1Yo | Y2 19
5.1 Populdni aktivital. FICINUS........coiiiiiiiiie i 91
5.2 PrevalencB. burgdorferiS.|..........oo ittt 20
5.3 Identifikace genomovych drtB. burgdorferis.l. ...........ccc 22
B. DISKUZE ...t ettt e e e 44 e e et e e e e et e e e e e e e e e e s 27
4 A< ST PP P PP PPPPRPPPN 30
Y=y gt T AT 0T 1041 (=N 1 (=1 = (U RS 30



Seznam zkratek

LB - Lymeska boreli6za

s.l. - sensu lato

S.S. - sensu stricto

B. burgdorferi, B.b- Borrelia burgdorferi

. ricinus - Ixodes ricinus

Osp - protein vi&§Si membrany (outer surface protein)

VISE - povrchovy lipoprotein borélii (variabilitaaji&'uje Unik ged imunitou hostitele)
BSK - Barbour-Stoenner-Kelly medium

pb - pati bazi

Fla - flagelin

TROSPA - receptor kif&t pro OspA borélii (tick receptor for OspA)

Dbp - decorin vazajici protein ("decorin bindingtain”)

PCR - polymerazovéettzova reakce ("polymerase chain reaction”)

RFLP - délkovy polymorfismus resttikich fragment (‘restriction fragment lenght polymorfism”)

RLB - “reverse line blotting



1. Uvod

Klistata jsou vyznamnymi vektoryiznych virovych, bakterialnich i protozoarnich
patogefi vyskytujicich se vfrodnich ohniscich. Mezi nejznéjai pati lymeska boreliéza a
klistova encefalitidavyskyt lymeské borelidzy je dokumentovarilgizné od 70. let, ale jeji
puvodce byl poprvé izolovan az v roce 1982 Dr. WHyrgdorferem, podle kterého je také
spirochéta nazvanBorrelia burgdorferi Borélie nejsou jedinymi zastupci spirochét, které

zpasobuji onemoaini u lidi, dalSimi jsou ndjklad pivodci syfilis nebo leptospirozy.

Mimo tato d¥ hlavni onemoctni mohou kligata také penasSet nagklad pivodce
lidské granulocytarni anaplasmozin@plasma phagocytophilymtularemie Eranciscella
tularensig, rickettsialni skvrnité hotky (Rickettsia rickettsii, Rickettsia congrilQ hor&ky
(Coxiella burneti), texaské hokiky skotu Babesia bigemina

Krome¢ obvyklych biotogl klistat, jako jsou listnaté a smiSené lesy se’&tes vyskytuji
také v urbannich oblastech, kde jim vhodné podmprkyZzivot poskytuji najklad méstske
parky, zahrady, ibitovy. Vzhledem k hojnému vyuzitédhto oblasti¢clovékem je vyskyt

klistat a jimi gendSenych patogérnaké epidemiologicky velmitdezité téma.



2. Hlavni cile prace

1. Vypracovani literarni reSerSe na téma lymeska limal mechanismy cirkulace.

2. Zjisténi prevalence a zastoupeni genomovych wihburgdorferis.l. v néstském

lesoparku Stromovka @eskych Budjovicich.

3. ldentifikace genomovych drihB. burgdorferis.l. pomoci metod - ‘reverse line

blotting” (RLB) a délkovy polymorfismus restékich fragment (RFLP).



3. Literarni prehled

3.1.Borrelia burgdorferi sensu lato

3.1.1 Taxonomické z#azeni
SpirochétaBorrelia burgdorferis.l. je taxonomicky Zazena ddiSe Eubacteria kmene
Spirochaetestiidy Spirochaetestadu Spirochaetalescelect SpirochaetacegeoduBorrelia

(Bergey's manual 2004).

3.1.2 Morfologie

Bakterie kmeneSpirochaetegako jsou nap Treponema pallidun{pivodce syfilis),
Leptospira interrogangptvodce leptospirdzygi Borrelia sp. (pivodci navratnych hotek
a lymeské borelidézy) maji variabilni morfologii fiky, ktera obect zahrnuje vinité biky
s biiky uzawenymi mezi vgjSi a vnitni membranou hiky (Tilly et al. 2008). Biika
Borrelia burgdorferije @iblizné 10-20 um dlouha a 0,33 pum Siroka. Zaitych podminek
muze produkovat extracelularni vezikuly, které obgaBINA a nekolik proteini spojenych

s vrEjSi membranou (jako je OspA, OspB) (Charon et @D9.

Tyto bakterie maji protoplasmaticky valec, kteryhaije plazmatickou membranu
a peptidoglykanovou vrstvu, protoplazmaticky viedryt vrgjSi membranou. Oblast mezi
plazmatickou a wjSi membranou ifedstavuje periplazmaticky prostor, kde se nachazeji
biciky (Charon et al. 2009). Periplazmatickyikbvy motor je lokalizovan na obou koncich
buiky. Rotace hkiika zpisobuje vinivé pohyby celé hky a ta se pak efekti¢nprovrtava
tkaremi a diseminuje do orgén Bi¢ikovy motor je pohan elektrochemickym potencialem
iontd prochazejicich i@s cytoplazmatickou membranu (Liu et al. 2009)idParmatickych
bicika je 7-11 ve svazku a skladaji se z bazéasiti, h&ku a vlaken, ktera

obsahuji dva typy protein vétsi flagelin FlaB a menSi flagelin FlaA (Sal et2008).

B.b. je mikroaerofilni bakterie (Fraser et al. 1997gr& roste pomalu a je né&r@a na
slozeni media. Kultivuje se wznych modifikacich media BSK (Barbour-Stoenner-ifell
(Elias et al. 1998)ip 23 °C az 37 °C (Revel et al. 2002, Rudenko eR@05, Postic et al.
2007).



3.1.3 Genom

Genom t#iznych druli borélii ma wrkteré spoléné znaky jako nap linearni
chromozom a velky gt kruhovych i linearnich plazmid Linearni struktura chromozomu
a plazmid: u bakterii neobvykla, proto je charakteristické podBorrelia (Tilly et al. 2008).
Velikost genomwB. burgdorferidosahuje fiblizng 1,5 x 10° pb. Obsahuje celkem 1780 gen
(Fraser et al. 1997, Steere et al. 2004, Hoviusal.eR007). Celkem 93 % genoniLb.
reprezentuje kodujici sekvence, z toho 59 % midazenu biologickou funkci. Kodujici
sekvence na plazmidech zaujimaji pouze 71 %, cazuj&, Ze intergenové oblasti jsou na
plazmidech delSi nez na chromozomu. V intergenovgblastech plazmid borélii jsou
kratké repetitivni sekvence nukleatjddilezité napiklad pro vytvdeni sekundarni struktury
RNA. Intergenova oblast rRNA operonu, mezi tandeynuvkopiemi gefi pro 23S a 5S
rRNA, se vyuZiva k rozliSeni genomovych diukomplexuBorrelia burgdorferisensu lato
(Fraser et al. 1997, Delihas 2009, Margos et @920

Velka ¢ast genomu kéduje membranové lipoproteiny (Steesd. €004, Hovius et al.
2007), které nachazime ve &8 vrstw cytoplazmatické membrany a v obou vrstvach
membrany vijSi. Povrchoveé lipoproteiny seéasto uplatuji v interakci borélii s vektory
a hostiteli a jejich exprese proto byva gong slozi€ regulovanaB. burgdorferisi vyvinula
mechanismus proieZiti jak v obratlovci, tak v bezobratlém vektoruegulace exprese gén
je viads pripadi zavisla na progedi, ve kterém se borélie vyskytuje (Hovius e280D7).

Napriklad (lipo)protein OspA je exprimovan ihned poumt do klistte a @i osidleni
jeho stev, kde zprosedkovava adhezi keiswvu vazbou na receptorovy protein TROSPA
(,tick receptor for OspA®); nalezenym l scapularis predpoklada se vyskyt analogickych
receptot i u jinych druhi klistat. Geny pro OspA, B jsou meZiznymi izolaty borélii v USA
vysoce konzervované. Jsou kddovany na linearnimnptiu 1p54 (Neelakanta et al. 2007,
Maruskova et al. 2008) V s&wn hostiteli jsou exprimovany jen velmiidka (Battisti et al.
2008). Ri sani krve nastava reciproka regulace genové sgppeoteid OspA/C. Syntéza
OspA je tlumenagimz se spirochéty uvolni ze'st, naopak syntéza OspC je aktivovana, coz

je spojeno s migraci spirochét zeestdo slinnych zlaz kliste (Gilbert et al. 2007).

Mezi dalSi vyznamné povrchové proteiByburgdorferipati povrchovy protein VISE,
ktery umo#uje antigenni modifikaci a podili se tim n@fvavani infekce navzdory imunitni

reakci organismu (Steere et al. 2004). Velké mmbzasiznych variant VISE je iitomno



v hostiteli zarové a jsou generovany rekombinaci gerskE a gilehlych 15-tivis tichych
kazet (Lin et al. 2009).

Také proteiny Dbp A, B, kddované na dvou na sebazngicich genovych operonech,
jsou povrchové lipoproteiny. Oba proteiny jsotibfizné ze 40 % identické a vazi se na
decorin a glykosaminoglykany v extracelularni malmstitelskych tkani. Tyto adheziny
o velikosti 20 kDa mohou byt rozhodujici pro vinube B. burgdorferi (Shi et al. 2008).
V souvislosti s adheziny byl ve slinach scapularis nalezen 15 kDa velky, sanim
indukovany protein ozr@avany jako Salp 15, ktery chrani vazbou na Osp@shéty ped
protilatkou zprosedkovanym zabijenim v s&wm hostiteli. Podobhje tomu ulxodes ricinus

u kterého byly identifikovany homology Salp15 (Hawiet al. 2008).

3.1.4 Variabilita v ramci komplexu

pirenasené onemogmi severni polokoule. Dosud je znamo 17 genomowyahi komplexu
Borrelia burgdorferi sensu lato. Jsou toB. burgdorferi s.s., B. garinii, B. afzeli,
B. andersonii, B. bissettii, B. valaisiana, B. tasiae, B. japonica, B. tanukii, B. turdae,
B. sinica B. spielmanii, B. bavariensis, B. yangtze, B. aossra, B. californiensis,

B. carolinensis Minimalr¢ téi druhy jsou prokazatetnpatogenni prailovéka: B. afzelii,

B. garinii, B. burgdorferisensu stricto. V lidskych vzorcich pacigstLB byly nalezeny také:

B. bissettij B. valaisiana, B. spielmanii, B. lusitaniaeza nepatogenni jsou stale povazovany
nag: B. japonica, B. turdae, B. sinicB. tanukii(Steere et al. 2004, Rudenko et al. 2009).

Podle geografického rozéhi dlime druhy na severoamerickéB.p. s.s.,
B. californiensis, B. bissettii, B. carolinensiseuroasijské B. afzelii, B. garinii, B.
burgdorferisensu strictoB. valaisiana, B. lusitaniae B. spielmanii, Bdansonii, B. bissettii,
B. japonica, B. tanukii, B. turdae, B. sinjcgbteere et al. 2004, Rauter a Hartung 2005,
Rudenko et al. 2009, Margos et al. 2009).

V Evropé LB nefgastji piendsi kli&t Ixodes ricinus, v Asii Ixodes persulcatus
a v severni Americ&xodes scapularis a Ixodes pacific(@metanova et al. 2007, Margos et
al. 2009)



B.b. s.s u lidi zpmsobuje infekci spojenou s postizenim kl@ufarthritis), srdce,
piipadré dalSich orgai B. garinii je spojovana s neuroboreliézoBaafzelii(B. lusitaniae
v Portugalsku) (Smetanova et al. 2007) s koznimojepy (acrodermatitis chronica

athropican$ (Hovius et al. 2007).

Mnohé studie ukazaly, Ze existuji specifické asmriamezi druhy borélii
a reservoarovymi ziaty. Hlavnimi hostitelB. afzeliia B. bavariensigtaké OspA serotyp 4
B. garinii) jsou zejména mali hlodavdB. valaisianaa B. garinii jsou spojovany s ptaky
(Margos et al. 2009, Moran-Cadenas 20®7p. s.s. se vyskytuje jak u hlodavdak u ptak
(Rauter a Hartung 2005). V hostitelské spetifitaje Zejmé¢ vyznamnou roli komplement
hostitele. Nafiklad komplement hlodaviclyzuje spirochétyB. garinii aB. valaisianaale ne

B. afzelij kterou lyzuje naopak komplement ¢itéurtenbach et al. 2001).

V Evrop jsou nejvice roz&néB. afzelij B. garinii aB.b.s.s., mé# pakB. valaisiana
a nejmén B. lusitaniae.Existuji i piipady koinfekce déma a vice druhy v jednom kl&it
(Rauter a Hartung 2005B. valaisianaa B. lusitaniaese ve ¥tSi mie vyskytuji zejména
v zapadnim gedomdi. ZastoupeniB.b. s.s. v Evrop smérem k vychodu klesa (Hubalek
a Halouzka 1997, Rauter a Hartung 2005).

3.1.5 Lymeska boreliéza - historie, fiznaky, |&ba

Lymeska boreliéza byla popsana jako iri@kchoroba Dr. Steerem a kolegy v roce
1977 v USA.Dr. Willy Burgdorfer naslednzoloval spirochéty ze &v klig'at sesbiranych
v oblasti vyskytu LB a zjistil, Ze injikované spaiwéty zmgisobuji u pokusnych kralik
symptomy, jako jeerythema migransTyto bakterie byly naslednpojmenovanyBorrelia
burgdorferi(Tilly et al. 2008).

K infekci boréliemi dochazidhem sani infeéniho kliStte. Z mista fisati se spirochéty
Siti krevni cestou do mnoha orgawcetné srdce, kloub a periferni i centralni nervove
soustavy (Myers et al. 2009). Klinickéfipgnaky se liSi v zavislosti naéku pacienta,
genomovém druhu borélie a dalSich faktorech. RggliSse rané a pozdni stadium
onemocgni a podle manifestace séicha lokalni a generalizovanou formu. Stadiumah@):
Trva rekolik dni az tydr po infekci. V tomto stadiu se tasti pacient objevujeerythema

migransv okoli mista fisati klistte. Stadium II: Trva &olik tydni az pil roku po infekci.



Muze se objevovat arthritida, myalgie, lymfocytom rikerditida ¢i postizeni nervoveho
systému: meningoradiculitida (zinmozkovych plen a keni nendti — tzv. Bannwarthv

sydrom), meningitida, oklejova paréza, encefalitida, myelitida. Jako stadilin{pozdni,

persistentni) se ozdtaje onemocéni, které petrvava déle nez gb roku po infekci.

Dlouhodobé nasledky mohou zahrnovat - mozkovouriadie, (mono-) oligoarthritidu,
acrodermatitis chronica atrophican®ratton et al. 2008, Nau et al. 2009, Hildenbrahel.

2009).

Preventivni opdeni vhodna k zabr&ni infekce LB jsou: nosit vhodny ochrannysed
peclivé kontrolovat Kizi na vyskyt kligat, pisaté klis¢ co nejdive odstranit. R
odstraiovani klistte je vhodné pouzit pinzetu a zamezit prasknuto rpeltirani klistte masti
apod. Po odstrani klistte by se nila rana desinfikovat (Nau et al. 2009). &&post penosu
borélii zavisi na délce sani, minimalni dobar@ba pro fenos je rejmeé kratSi nez 17 hodin.
Nejsou zadné tikazy, Ze zfisob odstraéni prisatého klistte ovliviiuje pravépodobnost
pienosu borélii z kligste na hostitele (Kahl et al. 1998Ylezi nejvice ohroZené skupiny
obyvatel pati profesionald exponovani jedinci, jako jsou lesni pracovnicicio lesnici,
myslivci, farméi a vojaci (Lindgren and Jaenson 2006).

Diagnostika LB se provadi z krevnich vzbrisérologickym, imunoenzymatickym
testem ELISA. Ten detekuje protilatky pr&ti burgdorferi(lgG a IgM) v krvi (Buczek et al.
2009). V gipadct, Ze jsou vysledky nejasné, pouziva se jako komfinh test metoda
imunoblotting (také na protilatky 1gG a IgM). Velmyjimecné se detekuje boréliova DNA
ve vzorcich kZe, krve nebo z mozkomiSniho moku metodou PCR. 8@&Rd neni sadsti
rutinni diagnostiky boreliézy. Lia spéivd v podavani antibiotik, jako jsou rdgad

doxycyklin, amoxicilin, penicilin (Bratton et al0R8).

3.2. KlisYata jako vektori B. burgdorferi

3.2.1 Taxonomickeé z#éazeni

Klistata jsou obligatni hematofagélienovci. Jsou Zazena do podkmene Klepitkatci
(Cheliceratg, ttidy pavoukovci Arachnidgd, podtidy rozta@i (Acaring, fadu kligata
(Ixodida). Dale se di na ti celedi: Ixodidae (,,tvrda kli¥ata“), Argasidae (klistaci)



a Nuttalliellidae (tatoceled’ je reprezentovana jedinym druhéuttalliella namaqua (Horak
et al. 2002, Tyson and Piesman 2009).

3.2.2 Morfologie

Zastupciceledi Argasidaenemaji dorsélni Stit &lhi povrch je koZovity. Saji po kratSi
dobu, ale opakova&m proto Ziji v blizkosti svych hostitel jsou tzv. nidikolni. Kroré vice
hostiteli maji také vice nymfalnich stadii (3-5) a cely vytrwa priblizné 2-3 roky. Samice
kladou vajéka vicekrat za Zivot. Na lidech sajici zastupciujstruhy z rod — Argas,
Ornithodoros, OtobiugTyson a Piesman 2009).

Klistata ¢eledi Ixodidae maji chitinovy dorsalni Stit (scutum) a jejich dimi cyklus
zahrnuje iti hostitele. V Evrop je nejvic zastoupené kigtixodes ricinus které je
vyznamnym vektorem mnoha zoono6z (ktiga encefalitida, lymesk& boreliéza, tularemie,
anaplazmoza, theilerioza a dalsi). Do t&ttedi pati také dalSi I€ékisky vyznamni zastupci,
jako jsou druhy z rail Dermacentor, Haemaphysalis, Hyalomma, Rhipicephalus

AmbylommgTyson a Piesman 2009).

Vyvojovy cyklus KliStte Ixodes ricinusma ti stadia - larvalni stadium mdi tpéry
nohou, zatimco nymfy a do&pi maji pary nohoutyti. Kazdé stadium trvaiblizné rok, ale
celkova doba vyvoje zavisi na klimatickych podmictkadostupnosti hostitielatd. Celko¥
muze byt v rozpti 2-6 let. V kazdém stadiu kl&&saje jen jednou agtsinou na jiném druhu
hostitele.Larvalni stadium saje zejména na hlodavcich a peteyvine v nymfu. Ta se Zivi
na tiznych druzich malych aistnich savt a vyviji se v dosfice, ktery se Zivi krvi velkych
sav@. P&eni &tSinou probiha na hostiteli a vyznamnou roli ve legidni partnera hraji
feromony. Samice po poslednim nasati kladou vice tisdc vajtek, ze kterych se po

vzestupu teploty naije lihnou larvy (Parola a Raoult 2001, Tyson a Pas2009).

Ustni astroji se sklada z# hlavnich&asti: chelicer, které slouzi k naruseni pokozky,
senzorického organu (hmatové vlaskyjediteho i prichyceni, hypostomu éést s velkym
poctem zakivenych zuli, ktera slouzi k sani. Kifata maji také periferni senzorické organy,
které jsou dlezité @i vyhledavani hostitele i ke komunikaci s ostatnktfigtaty. Hostitele
vyhledavaji podle chemickych stimulénthladina CQ), vzdusnych vibraci a teploty (Parola
a Raoult 2001, Tyson a Piesman 2009).
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Klistata se po nalezeni hostitele ng prichyti a vyhledaji vhodné misto k sani. Po
plném nasati kli¥ata opou&ii hostitele, aby nasla vhodné misto prierEnu na dalsi
vyvojové stadium, nebo vstoupi do diapausy, veéktmizi metabolismus a pozdrzi vyvoj
(Parola a Raoult 2001, Tyson a Piesman 2008)s&hi jsou vyldovany sliny, které maji
oddalit nalezeni a odstram klis€te, diky tomu, Ze obsahuji latky, jako jsou: vakaidiory,
protizaretlivé latky, imunosupresiva a antikoagulanty. Ty&tky také mohou napomahat
prenosu patogen(Zeidner et al. 1997).

Klistata ¢eledi Ixodidae jsou nachylna na vysychani, proto se vyskytujivirkych,
travnatych a zalesgnych oblastech. Vykazuji také sezénni aktivitu,rktea&ina aktivaci
klistéte patatkem jara fi vzrastu teploty nad 5-8 °C afignivou relativni vzdusnou vihkosti
(80-85 %). B teplotach kolem 10 °C jiz probiha metamorfézaitditi vajtek. Kli¥ata
byvaji v naSich podminkach aktivnfilplizné od krezna-dubna az do listopadu. Co séety
nadmdskych vysek, byl vyskyt klf&at owien az do 700-1200 m. n. m. (Lindgren a Jaenson
2006, Materna et al. 2008).

3.2.3 Metody detekce a identifikace genomovych druih
Pro detekci a identifikaci borélii se pouzivajzmé metody kultivéni, mikroskopicke,

fenotypové a genotypove.

Kultivacni metoda umatuje, jak pfikaz Zivotaschopnych borélii, tak ziskani
dostaténého mnozeni materialu pro dalSi analyzy. Borédieuj kultivovany na trznych
modifikacich media BSK. Usgnost kultivace je bohuzel pémé nizka a zavisi na mnoha
faktorech (vykr a modifikace media, zdroj borélii, jejich mnoZstv Zivotaschopnost).
PredevSim sloZeni mediatie vyznama ovlivnit rast borélii a jejich genovou expresi nebo
virulenci  a patogenitu.fPopakovaném pasazovaniibe dochazet i ke zt@plazmidi. Fri
koinfekci vice druhy borélii, mohou rychleji rostowdruhy gerist ty pomalejsi a tim zkreslit
vysledky. DalSi nevyhodou je relatividsova narénost metody (Wang et al. 2004, Gil et al.
2005).

Metody mikroskopické zahrnuji pozorovani borélii temném poli, fluoresceéni
mikroskopii, gipadré barveni podle Giemsy a elektronovou mikroskopyitoTmetody davaji

piehled o pitomnosti a pétu (pozorovani vtemném poli, barveni) borélii,igej tvaru
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a struktie (elektronova, fluoresceéni mikroskopie). Nevyhodou je, Ze na identifikaci
genomovych drulh je poteba dalSich analyz a vipad: elektronové a fluoresceni
mikroskopie jde o metodyasow i finanéné nar@né (Aher et al. 2008, Manson a Harlow
2009, Nejedla et al. 2009).

Mezi fenotypové metody patzejména tive pouzivané SDS-PAGE (sodium dodecyl
sulfatova polyakrylamidova elektroforéza) a MLEEu(tilokusova enzymova elektroforéza)
(Wang et al 1999).

V sowasnosti jsou nejpouzivg8i genotypové metody zaloZzené na polymerazove
fetézové reakci a nasledné analyze amplifikovanychnfiagfi. Pro identifikaci borélii se
pouZzivaji zejména RFLP (délkovy polymorfismus ri&strich fragment) (Menardi et al.
2008), RLB (‘reverse line blotting”) (Gern et aQ01P) Relativni nevyhodowd¢hto metod
muze byt, Ze neposkytuji informaci o Zivotaschopnbsiiélii a detekuji i stopova mnozstvi
DNA. Pro detail&jSi analyzu variability B. burgdorferi s.|. se negjastji vyuziva
multilokusové sekvami analyzy (Margos et al. 2009). Kvantifikaci bdiréle vzorku
umoziuje real-time PCR (Khanakah et al. 2006).

3.3. CirkulaceB. burgdorferi v prirodeé

3.3.1 Hostitelé

Spektrum hostitél klistat je velice Siroké a zahrnuje u délg: hmyzozravce
(Erinaceus roumanicysSelmy Yulpes vulpes, Martes martes, Meles meles, Faligssris,
sudokopytniky $us scrofa, Cervus elaphus, Capreolus capreolusndalama, Ovis
musimon, zajicovce l(epus europaeus, Oryctolagus cunicyludodavce $ciurus vulgaris
Pro nymfy a larvy jsou hlavnimi hostiteli hmyzozcayTalpa europaea, Sorex minutus, S.
araneus, Crocidura leucodpnSelmy Yulpes vulpes, Martes martes, Mustela ermineasFeli
silvestrig, sudokopytnici $us scrofa, C. elaphus, C. capred)umjicovci (. europaneus
hlodavci Glis glis, Micromys minutus, Mus musculus, Apoderfiagicollis, Microtus
arvalis), z ptaki - bamaci (Scolopax rusticolg mékkozobi Streptopelia decaocjpSplhavci
(Dendrocopos major pévei (Alauda arvensis, Sturnus vulgaris, Sitta europdeangilla
coeleb$ (Nosek et al. 1967).
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Razni hostitelé fenaSeji borélie siznou uspsnosti. Drobni savci (hmyzoZravci,
hlodavci) jsou kompetentnimi hostiteli borélii, imato velci savci Capreolus capreolus,
Alces alcep jako vyznamny zdroj infekceigjm¢ nefunguji (Talleklint a Jaenson 1994).
Mezi hlodavci hraji vyznamnou roApodemus sylvaticus, A. flavicollis, Microtus arsal
(Khanakah et al. 2006). Kignosu borélii fize dochazet i na nekompetentnich hostitelich
mechanizmem tzv. “co-feedingu’, kdy dochézi k lakalanému penosu mezi saasré
sajicimi kli¥aty (Gern a Rais 1996, Randolph 2001, Humair Q07). Ri sani klistte hraji
vyznamnou roli sliny obsahujici, kra@njiného, imunologicky aktivni latky, které zarave
napomahaji fenosu patogéndo hostitele. Mluvime o tzv. “saliva activatedngsmission”
(Nuttall et al. 1994).

Spirochéty peZivaji mezi jednotlivymi vyvojovymi stadii kli&e (transtadialniignos)
a takeé jsou, i kdyZz velmiridka, fendSeny ze samice na potomstvo (transovari&érigs).
V téchto gipadech tedy vlastnfunguje klis¢ zaroven jako vektor i rezervoar (Tilly et al.
2008)Nymfalni stadium je z pohledu onemeon lidi nejvyznamgjsi, protoZze nymfy saji na
¢lovéku nefastji (Hubalek et al. 2004).

Druhova diverzita v ekosystému ma swuslddky i pro cirkulaci vektory ignaSenych
onemocgni. Je-li druhova diverzita mala, a je-li zastougempetentni hostitel, je takétgi
pravéEpodobnost sani vektora na kompetentnim hostiteltina vétSi riziko prenosu
onemocgni. Naopak, kdyZ je druhova diverzita velka a reaérové zuie je zastoupeno
relativie mérg, klesa také pravghodobnost fenosu patogen (dilucni efekt) (Ostfeld
a Keesing 2000).

3.3.2B. burgdorferi v urbannich a periurbannich oblastech

Klistata, «etrg téch infikovanych se nachazeji také v urbannich augsnnich
oblastech rsst, kde pedstavuji zvySené rizikorenosu onemod@mi na ¢lovéka. Vyskyt
klistat v €chto oblastech ma mozaikovity charakter a realiegeh Zivotniho cyklu zavisi
na gitomnosti vhodnych hostitelpro vSechna vyvojova stadia (Ostfeld a Keesing0200
Pejchalova 2007).

Pro urbanni a periubanni oblasti jsou typickymitdyy klig¥'at zahrady, iméstské a
mestské lesoparky, louky. Nachazeji se zde listn&@étula pendula, Quercus sppa
jehlicnaté Pinus silvestriy stromy, kée s bylinnym a travnatym podrostentizpiva vihkost
a vyssi piimérné teploty v zim napomahaji feziti wtSiho mnozstvi vektar Typickymi
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hostiteli byvaji mali Erinaceus europaeus, Apodemus flavicollis, Scivgaris) a stedre
velci obratlovci Yulpes vulpes v rékterych oblastech vysoka &v(Capreolus capreolysa
ptaci (Turdus merulp Oproti Firodnim oblastem je zde relatiévysoka denzita klf&at a
mnohdy také vysSi prevalencévpdar onemocsgni (Anaplasma phagocytophilum, Babesia
microti a Borrelia burgdorferis.l.) (Staiczak et al 2004, Maetzel et al 2005, Pichon et al.
2006, Pejchalova et al. 2007, Zakovska et al. 2@@dley a Altizer 2007, Silaghi et al.
2008).

V porovnani urbannich oblasti s evropskyminprem (10 % u nymf a 18 % u
dosgglcu) dosahuji prevalencetginou nizSich hodnot u nymf (1,7 % - 17,3 %) yasich u
dosglcu (7,7 % - 33,3 %) (Basta et al. 1999, Dautel a KI&89, Staczak et al. 2004, Rauter
a Hartung 2005). Co secty zastoupeni jednotlivych driulv pozitivnich vzorcich, nejvice se
vyskytuji B. afzeliiaB. garinii, mér¢ B.b.s.s. a nejménB. valaisianaaB. lusitaniae Také se
vyskytuji koinfekce vice genomovymi druhy - &&$€ji B. afzelii a B. garinii. Jsou
zaznamenavany i koinfekceetni druhy (Maetzel et al. 2005, Smetanova et abD720
Pejchalova et al. 2007).

4. Material a metody

4.1 Skér vzorku

Vzorky Kklig‘at (nymfalni a dospya stadialxodes ricinuy byly ziskany metodou
“vlajkovani’, v kazdém sbu vzdy 1 h a skladovanyiip-75 °C. Skiry byly provagny
Bc. Patrikem Kilianem v dubnu — srpnu 2009 &stském lesoparku StromovkaGeskych
Budgjovicich.

4.2 DetekceBorrelia burgdorferi s.l.

Priprava vzorki: Vzorky kli¥at byly zpracovany pomoci chelexové metody (Walsal.e
1991, Rauter et al. 2002). V boxu s laminarnim géaim vzduchu (Telstar-Bioultrajitia
II.) byla jednotliva kliata rozdlena do sterilnich homogenigdch zkumavek se 400 pl
10% suspenze Chelex® 100 Resin (BioRad Laboratigg,) v pufru TE (10 ml 1 M Tris + 2
ml 0,5 M EDTA pH 8 do 1 Hestilované vody) a ocelovou homogegizakulickou (priimer

14



5 mm). Homogenizace préhla v homogenizatoru (TissueLyser Il, Qiagen) 2 utynpri
30 Hz. Néasledabyly takto gipravené vzorky inkubovanyipbé °C es noc. Druhy den byly
vzorky po 10 s vortexovani inkubovany 10 miniit @8 °C a nasledhihned zchlazeny na
ledu. Po dalSim 10 s vortexovani byly vzorky cdaggovany a supernatant byigmesen do
novych sterilnich 1,5 ml mikrozkumavektipravené vzorky byly usklagny pri -20 °C.

Spolu se vzorky bylaffpravena i negativni kontrola neobsahujici Klist

Polymerazovaretézové reakce (PCR).DNA ve vzorcich byla pouZita jako templat pro PCR
reakci s primery OspAOutl a OspAOut2 (Generi-Bibi€iR).

Finalni koncentrace v re&ki smési: 1x koncentrovany PPP master mix (Top-EiR)

(75 mM Tris-HCI; pH 8,8; 20 mM (NiJ,SQy; 0,01% Tween20; 2,5 mM Mg&1200 uM
dATP; 200 uM CTP; 200 uM DTP; 200 uM dTTP; 2,5 WyTaurple DNA polymerazy;
stabilizatory a aditiva), primery OspAOutl (GGGAAGSTCTAATTTAGCC), OspAOut2
(CACTAATTGTTAAAGTGGAAGT) (0,4uM) (Priem et al. 1997

Po 14,5 ul reaini snesi a 10,5 ul vzorku bylo napipetovano do 0,2 minodkumavek.
Pro pozitivni kontrolu bylo k regki smési pridano 1 pl DNA izolované z kulturBorrelia
burgdorferis.s. (kmen CB53) a objem byl dopim9,5 pl PCR HO.

Podminky PCR: 1. Denaturace 5 mifi.gb °C
2. 30 cykii 1. Denaturace 30 gi®4 °C
2. Nasedani primér30 s i 42 °C
3. Elongace 1 min.ip72 °C
3. Finélni elongace 5 mintiy2 °C

4. UdrZovaci teplota 14 °C, dokud nebyly vzorkydsny z cycleru

Separace elektroforézou v agarézovém gellK 10 pul PCR produktu byly fidany 2 pl
nanaseciho pufru (6x Orange DNA Loading Dye, FetagrKanada) s 5x koncentrovanym
barvivem SYBR Green (SYBR Green |, Nucleic acidrst&mbresco, USA). Produkt byl
rozcklen elektroforetickou separaci v 1% agar6zovémzootéalnim gelu. Separace probihala
hodinu @ 110 V. Produkty byly vizualizovany pomoci UV tsluminatoru a fotograficky
zdokumentovany. Ve vzorcich pozitivnich n@it@mnost B. burgdorferi byl detekovan

fragment o velikosti pblizn¢ 665 pb.

15



4.3 Metody identifikace genomovych druli B. burgdorferi s.I.
Délkovy polymorfizmus restrikénich fragmenti (RFLP): Tato metoda byla provéda
podle Floris et al. (2007). Zakladem metody je rik&hi St€peni ‘nested” PCR produkt
ziskanych amplifikactasti genu pro OspA pomoci restiiich enzyni (endonukleazy, které
rozpoznavaji ufitou cilovou sekvenci nukleotida v tomto mist DNA Stpi). NaSépené
fragmenty jsou naslednrozctleny pomoci gelové elektroforézy. Na zakiapkitomnosti

fragment o uritych velikostech jsou identifikovany genomové dyddorélii ve vzorcich.

Pozitivni vzorky (5 pl) byly pouzity jako templato "‘nested” PCR s primery OspAinl
(GCAAAATGTTAGCAGCCTTGAT), OspAln2 (CTGTGTATTCAAGTCGGTTCC)
(Priem et al. 1997). Podminky PCR reakce byly stejmko v pipadt PCR s primery
OspAOut. Pomoci ‘nested” PCR byl ziskan produldlikesti piiblizné 392 pb.

Po 10 pul produkt ‘nested” PCR bylo &teno restriktdzou Msel (Trul) (Fermentas)
(10 pl PCR produktu, 4 pul PCR,8, 1 pl Buffer R 10x, 0,5 pl Msel (Trul)). &eni
probihalo 1 h# 65 °C a naslednbylo zastavenofmanim 0,6 ul 0,5 M EDTA.

Po @idani 4 pl nanaseciho pufru (6x Orange DNA Loadg, Fermentas, Kanada)
s 5x koncentrovanym barvivem SYBR Green (SYBR Gredtucleic acid stain, Ambresco,
USA) byly vzorky separovany elektroforézou v 2% ragavém gelu (2 g PCR agarézy
ve 100 ml pufru 1x TAE) po 3,5 Hi@B0 V.

Na z&klad porovnani ziskanych restéikich “paterd” s publikovanymi byly
identifikovany genomové druhB. burgdorferis.l. Na zaklad S€peni enzymem Msel bylo

mozné identifikovaB. garinii, B. afzelii.aB. spielmanii.

Pro rozliSeniB. burgdorferis.s.,B. bissettia B. valaisianabyly produkty ziskané v
‘nested” PCR &peny enzymem Alwl (BspPl) (Fermentas)g@ini probihalo stefnjako
v pripact Msel. Ot bylo S€peno 10 pl produkt ‘nested” PCR (10 pl PCR produktu, 4 pl
PCR HO, 1 pl Buffer Tango 10x, 0,5 pl Alwl). Sieni probihalo 1 hip55 °C, reakce byla
zastavena teplotni inaktivaci enzymu (80 °C, 20.)nimasleds byly fragmenty separovany v

4 % agar6zovém gelu 1 hodinti 20 V.

Reverse line blotting: Tato metoda byla provéda podle Moran-Cadenas et al. (2007).

Zakladem metody je hybridizace zeaych PCR produlitse souborem specifickych prob.

Pomoci PCR je amplifikovang&ast variabilniho mezerniku mezi @wa tandemovymi
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opakovanimi gein pro rRNA ribozomalnich podjednotek 23S a 5S. PGBdgkty jsou
podrobeny hybridizaci s probami kovalehitmazanymi na membranu. Jeden z primpro
PCR je zn&n biotinem, coZz umakje naslednou chemiluminiscari detekci

hybridizovanych produkit

Pro RLB byla pouZita membrana Biodyh€ (Pall Corporationgktivovana v roztok
16% EDAC (N-(3-dimethylaminopropyl)-N"-ethylcarbadide hydrochloride) (Merck, SRN)
10 min. @i laboratorni teplat Na ni byly v miniblotteru naneseny 5’amino &e@é proby
naredné na koncentraci 500 nM v roztoku 500 mM NaH@OpH 8,4 (0,84 g NaHC{do
20 ml HO) (pouzité proby jsou uvedeny v Tab I).

Tab. | Proby pouZzité pro identifikaci genomovych duhi B. burgdorferi pomoci RLB

Cil Sekvence

B. b.s.l. Rijpkema et
SL 5- AMINO-CTTTGACCATATTTTTATCTTCCA al. 1995

B. b.s.s. Rijpkema et
SS 5’- AMINO-ACACCAATATTTAAAAAACATAA al. 1995

B. garinii Poupon et all
GANE 5’- AMINO-CAAAAACATAAATATCTAAAAACATAA 2006

B. afzelii Rijpkema et
AF 5- AMINO-AACATTTAAAAAATAAATTCAAGG al. 1995

B. valaisiana Rijpkema et
VS 5- AMINO-CATTAAAAAAATATAAAAAATAAATTTAAGG al. 1995

B. lusitaniae Poupon et all
LUSINE 5- AMINO-TCAAGATTTGAAGTATAAAATAAAA 2006

Proby byly inkubovany 1 min. ip laboratorni teplat, nasledd byla membrana
inaktivovana ve 100 mM NaOH (0,4g NaOH do 100 mODHpo 10 min. @ laboratorni
teplo€. Naslednym promytim v roztoku 2x SSPE/0,1 % SDBni8 H,0O, 10 ml 20x SSPE, 1
ml SDS 10 %) po 5 min.ip60 °C byla membranatipravena k pouZiti.

Pomoci “touch down” PCR s primery 23SbDCAGGGTACTTAGATGGTTCACTT)a 5Shor
(zna&eny biotinem) Ijiotin-GAGTTCGCGGGAGAGTAGGTTATT)byly pripraveny zna&ené
PCR produkty. SloZeni PCR reakce bylo stejné jagiedchozich fipadech.
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Podminky “touch down” PCR:GAST PROGRAMU (9 cykd):
1. Poatesni denaturace 5 minfi@4 °C
2. Denaturace 20 5 p4 °C

3. Nasedani primer23S Bor, 5S Bor-biotin) 30 ip60°C
4. Elongace 30 giy2 °C

- v kazdém nésledujicim cyklu se teplota nasedénieni
snizila o 1 °C, dokud nedosahla 52 °C.

Il. CAST PROGRAMU (40 cykKl):
5. Denaturace 20 & p4 °C
6. Nasedani primeB0 s i 52 °C
7. Elongace 30 gify2 °C
1. KONECNA ELONGACE 7 min. pi 72 °C
-udrZzovani p 14 °C, dokud nebyly vzorky vyndany z cycleru

PCR produkty byly ni@diny v roztoku 2x SSPE/0,1 % SDS (20 ul produktu © u8
roztoku 2x SSPE/0,1 % SDS) a denaturovany 10 niir@9°C. Denaturované vzorky byly
ihned zchlazeny na ledu a membrana inkubovanaSSBE/0,1 % SDS 5 mintigaboratorni
teplo€. Membrana byla uzd@gna do blotteru tak, aby sondy byly kolmo na slokytteru
a pripravené vzorky byly naneseny do sloPoté nasledovala hybridizace 60 mifi.42 °C.
Nasledr byly vzorky ze slal odsaty a membrana promyvana 2x v roztoku 2x SSPEA
SDS (170 ml HO, 20 ml 20x SSPE, 10 ml SDS 10 %) po 10 min5@ °C. Nasled& byla
membrana inkubovana v roztoku konjugatu streptavigiroxidaza (2x SSPE/0,5 % SDS + 3
pl konjugétu) 30 min. ip 42 °C. Nakonec byla membrana promyvana 2x nejpri@ztoku
2x SSPE/0,5 % SDS 10 minéi g2 °C a poté 2x v roztoku 2x SSPE po 5 mif lgboratorni
teplot.

Hybridizovana DNA byla na membréandetekovana pomoci chemiluminis¢éaio
detekéniho kitu (ECL detection kit, GE Healthcare) podiévodu vyrobce. Kipravené
membrag byl v temné komie piloZen citlivy film KODAK® (BioMax Light Film, Francie),
ktery byl exponovan po dobu 2 hodin. Film byl ndstevyvolan standardnim postupem.
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Pro opakované pouziti byla membrana dehybridizowaraztoku 1 % SDS (180 ml
H,O, 20 ml SDS 10 %) po 1 hip30 °C a promyta v roztoku 20 mM EDTA (4 ml 0,5M
EDTA, pH 8 do 100 ml bD ) o pH 8 po 15 min. ip laboratorni teplat Pro dlouhodobé

skladovani byla membrana uloZzena v plastovétkusgi 4 °C.

5. Vysledky

5.1 Popul&ni aktivita I. ricinus

Klistata byla sbirana naif@a v ptibéhu Iéta 2009 (duben — srpen), aktivita kiésth
populaci byla vyjatena jako p&et jediné na hodinu skru. U nymf je zaznamenana
maximalni aktivita hned vdubnu a u dégfi aZz vcéervnu. Celkog aktivita nymf

nékolikanasob prevySovala aktivitu dosyici ve vSech siyech (Tab. II, Obr. 1).

Tab. Il Populaéni aktivita klis tat

mésic aktivita dospélci* | aktivita nymfy*
duben 2 84
kvéten 2 59
cerven 26 79
cervenec 3 58
srpen 6 50
prdmérné na 1 mésic 7,80 66,00

* pocet jedind na 1 hodinu siyu
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Obr. 1 Populaéni aktivita klist’at v prabéhu sezony

5.2 PrevalenceB. burgdorferi s.l.

Na pitomnost DNAB.burgdorferis.l. bylo celkem vySétno 369 kligat (330 nymf, 14
samic a 25 sanig, ktera pochazela zdstského lesoparku Stromovka (viz Obr. 2). VSechna
klistata byla testovana ndifpmnost borélii pomoci PCR, u pozitivnich vzibikyla nasledé

provedena konfirmace pomoci RLB.

marker
1 kb

Pozitivni vzorky

! !

Obr. 2 Priklad vysledku detekce borélii v kli€atech pomoci PCR
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Celkova prevalenceB. burgdorferi s.|. dosahla 7,1 % (26 pozitivnich z 369
vySetenych). Prevalence u nymf (5,2 %) byla vyranivSi nez u dosficu (23,1 %) zatimco
rozdil v prevalenci mezi pohlavimi dagych klig’at vyrazny nebyl (Tab. 1, Obr. 3).

Tab. Il Prevalence B.burgdorferi s..

nymfy samice samci dospélci celkem

vySetfenych 330 14 25 39
pozitivnich 17 3 6 9
prevalence[%] 5,2 21,4 24 23,1

35
g 30
'g 25
S
?‘-_’ 20
3
o 15
@
E 10
3
g 5
=9

0 _

nymfy samice samci celkem

Obr. 3 Porovnani prevalenceB. burgdorferi s.I. v jednotlivych stadiich kli¥at

N 1

V pribéhu sezény byla nejvySSi prevalence #jist véervnovych sbrech a nejnizsi
naopak ve sirech kwtnovych (Obr. 4).
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Obr. 4 Prevalence borélii v pfibéhu sezony

5.3 ldentifikace genomovych druti B. burgdorferi s.I.
Pomoci metody RLB bylo identifikovano vSech 26 \ior pozitivni vzorky
hybridizovaly a probou pro detekBib. s.1.

SS -B. burgdorferis.s., SL -B. burgdorferis.l., AF -B. afzelijf GA - B. garinii, VA - B.
valaisiang LU - B. lusitaniae

Obr. 5 Vysledky RLB na filmu
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Pomoci metody RLB bylo zji&ho, Ze mezi 26 pozitivnimi vzorky byla deptji
zastoupen®. afzelii(n=9), még pak B. garinii (3) aB. burgdorferis.s. (2). Koinfekce byla
nejéastji dvéma genomovymi druhB. afzeliiaB. lusitaniag(9), v jednom gipact koinfekce
B. garinii a B. valaisianaa ve dvou fipadech Slo o koinfekctitdruhi B. afzelii, B. garinii
(B.b. s.sve druhém fipads) aB. lusitaniag(viz. Obr. 6).

Zastoupeni genomovych druh@ dle RLB

M B. garinii

M B. afzelii

= B. burgdorferi s.s.
35%

M B. afzelii + B. lusitaniae

M koinfekce tfi druhl

M B. garinii + B. valaisiana

Obr. 6 Zastoupeni genomovych druli B. burgdorferi s.l. (metoda RLB)

Celkow byla nejvice zastouper. afzelii (20; 77 %), mé# pak B. lusitaniae(11;
42 %) aB. garinii (5; 19 %) a nejmé&nB. burgdorferis.s. (3;12 %) 8. valaisiana(l; 4 %).
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Pomoci metody RFLP bylo identifikovano vSech 26 riap priklady restrikniho
Stepeni (Msel, Alwl) jsou zndzoimy na Obr. 7 a 8.

AF AF+GA AF AF+GAAF  500pb-——

s 200pb .
100 pb

Obr. 7 Vysledky RFLP na gelu (Msel)

e
VA VA 5o pb -
e — 400‘pb .

300 pb

200 pb

100 pb

Obr. 8 Vysledky RFLP na gelu (Alwl)

Podle vysledik ziskanych pomoci metody RFLP byla nejvice zastoafe afzelii
(n=19), méx koinfenceB. garinii a B. afzelii(2) a nejméa B. burgdorferis.s. (2). Ve dvou
piipadech byla zastoupeBa garinii a v jednom fipadt koinfekceB. garinii aB. valaisiana
(viz Obr. 9).
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Zastoupeni genomovych druh( dle RFLP

8% 4% go

M B. garinii + B. valaisiana
H B. garinii

M B. afzelii

B B. burgdorferi s.s.

W B. afzelii + B. garinii

73%

Obr. 9 Zastoupeni genomovych druli B. burgdorferi s.l. (metoda RFLP)

Celkow byla nejvice zastoupera afzelii(21; 81 %), méa pakB. garinii (5; 19 %) a
nejmérk B. burgdorferis.s. (2; 8 %) &8. valaisiana(l; 4 %).

Ok metody identifikace byly porovnany. Vysledek idékace se zcela shodoval u 14

pozitivhich vzork. U 10 gipadi se sice metody rozchazely, ale pouze v detekcifékce
B. afzelii a B. lusitaniae(pomoci RFLP nebylo mozné odlid#t lusitaniaeod B. afzeli),
v 1 pipad nebyla pomoci RLB detekovana koinfekBe afzelii a v1 pipak RFLP
neodhalila koinfekciif druhi. Celkow tedy bylo shodn$ identifikovano 24 z 26 vzoikez
B. lusitaniag. Porovnani identifikace genomovych diusipomoci obou metod je znazémo
v Tab. IV.
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Tab. IV Porovnani metod RLB a RFLP p#i ur éeni genomovych druli

vzorek RFLP RLB Vzorek RFLP RLB
9 B. aof B. aof 139 B. af+B. ga B. ga
10 B.b. s.s. B.b. s.s. 151 B. ga B. ga
29 B. af B. af+B. lu 164 B. af B. of
32 B. aof B. aof 167 B. aof B. aof
44 B.b. s.s. B.b. s.s. 193 B. af B. af+B. lu
47 B. aof B. af+B. lu 213 B. af B. af+B. lu
50 B. af B. af+B. lu 265 B. ga B. ga
52 B. af B. af+B. lu 270 B. af B. of
56 B. aof B. af+B. lu+B. s.s. 279 B. aof B. af
62 B. af B. af+B. lu 309 B. ga+B.va | B. ga+B. va
63 B. aof B. aof 324 B. aof B. af+B. lu
65 B. af B. af+B. lu 330 B. af B. of
96 B. af+B. ga | B. af+B. ga+B. lu 331 B. aof B. af

B. af — B. afzeliji B. ga- B. garinii, B.b. s.s. -B. burgdorferis.s.,B. lu - B. lusitaniae
B. va- B. valaisiana
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6. Diskuze

Klistaty p'enaSena onemoémi pati mezi zavazna zdravotni rizika. Prapddobnost
nakazy odpovida g kontaktu s patogennim agens. tppc lymské boreliozy tedy
s infikovanym vektorem (Randolph 2001). Lymeské&eliora je typicky pirodré ohniskovou
nakazou, ale klf&ata i jimi pendSené patogeny se mohou vyskytovat i vénavyklych
periurbannichii urbannich habitatech, kde riziko vzhledemiaktému kontaktu dovékem
roste (Bradley a Altizer 2007). Cilem této baksk& prace bylo prokazat vyskyt kia a
Borrelia burgdorferis.|. v méstském lesoparku Stromovka‘eskych Budjovicich a stanovit

zastoupeni genomovych dfuborélii.

Aktivita klistat se v piibéhu sezény mnila. U nymf byl prvni vrchol jiz v dubnu
a druhy wervnu, u dosflcu se objevil jen jeden vrcholdervnu. Kolisani aktivity jeiejmeé
dano zejména klimatickymi podminkami a také&rqzenym cykleml. ricinus. Obecri jsou
popisovany dva vrcholy aktivity kifat - jeden na j& a druhy mensi na podzim. OvSem je
znam i jednovrcholovy [iibéh s jedinym maximem naija (nag. Hubaleka kol. 1994. VysSi
aktivita nymf nez dosfict je dana zejménaripozenou mortalitou jednotlivych stadii kig,
ur¢itou roli by gripadré mohl hrat i nedostatek vhodnych hosfitpfo nymfalni stadia, ktery
by zabraoval metamorf6ze nymf na dadpe.

Hodnoty prevalenceB. burgdorferi v kli&atech ze Stromovky (u dadpi 23 %,
u nymf 5 %) jsou v porovnani s evropskynmiperem u nymf nizsi, ale u do&pi naopak
vySSi. Hubéalek a Halouzka (1998) uépdramérnou prevalenci 11 % pro nymfy a 17 % pro
dosglce, Rauter a Hartung (2005) pak 10 % u nymf a sp#lod 18 %. Hlavnim faktorem,
ktery ovliviiuje prevalenci borelii jefejmé zastoupeni nekompetentnich hosiitelalleklint
a Jaenson 1994, Talleklint-Eisen a Eisen 1999, 8phc2001).

Zjisténa prevalence je srovnatelna s hodnotami ziskamgnsitudiich jinych urbannich
oblasti: Dautel a Kahl (1999) (8 % u nymf a 20 %dasglct) a Staczak et al. (2004) (7 %
u nymf a 20 % u dosjct). V ramci praci zaktenych na urbanni oblasti Ize najit i oblasti
s vyrazre vysSi prevalenci u do&lpi. Nagiklad ve studii Pejchalové et al. (2007) dosahla
prevalence v dosjrich 29 %.

PrevalenceB. burgdorferis.l. u dosplct (23 %) rekolikanasobg prevySila prevalenci
u nymf (5 %). Rozdil v prevalenci patogemezi jednotlivymi stadii. ricinus je obvykly
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(Hubalek a Halouzka 1998, Rauter a Hartung 2009swstlenim nuize byt, Ze dosiici saji
jako larvy i jako nymfy a pravghodobnost nakazy je tedy oproti nenasatym nymfam
dvojndsobna (kumutai efekt v ptibéhu Zivota je zfisoben transstadialnimigmosem
spirochét). Svou roli iize sehrat i to, Zeurna vyvojova stadia Kifat preferuji @zné
hostitele, kt&i mohou mit iznou kompetenci kienosuB.b. (Matuschka et al. 1991, Bradley
a Altizer 2007). Zarove byly poity dosglct testovanych natfiomnost borélii porrné
nizké, takze by se mohlo jednat i o statistickoybch

Metoda RLB je v sotasnosti nejpouziva&si metodou pro identifikaci genomovych
druha B. burgdorferis.l. (Rijpkema et al. 1995, Maetzel et al. 200i6hén et al. 2006,
Poupon et al. 2006, Moran-Cadenas et al. 2007)o¥gh této metody je jeji vySSi citlivost
oproti vizualizaci elektroforeticky separovanychragment na gelu, moznost zpracovani
velkého mnozstvi vzortka jednoduchd interpetace koinfekci. Nevyhodou edamné doby
bylo, Ze zatim nebyly nalezeny vhodné proby praniifigaci B. spielmaniia B. bissettii
DalSi nevyhodou je zk’ena hybridizace dkterych vzork — tykd se zejména vzarkB.
afzelii, které mohou poskytovat i slaby signal s probauBrlusitaniae V nedavné dabbyl
publikovan doplany protokol obsahujici proby prB. bissettij B. spielmaniii ‘relapsing
fever-like” borélie (spirochéty podobné boréliimvranych horéek (Gern et al. 2010)).
Tento protokol tedy pokryva celé spektrum borddieré byly dosud v Evrapv klistatech

detekovanyasté&ng i feSi vySe zmignou nespecifickou hybridizaci.

Metoda RFLP byla pouzZita zejména jako d@épinRLB pro identifikaciB. spielmanii
a B. bissettii Uvedeny protokol ovSem naopak neni schopen odisiusitaniae.V piipad
RFLP je interpretace koinfekci, kdy jsou ziskanyi&mé “paterny” n&néjSi a vzhledem
k S€peni produktu mze dojit i k tomu, Ze ménzastoupeny genomovy druh nebude na gelu

detekovan.

Celkow bylo okma metodami identifikovano souhl&si24 vzorki z 26 (92 %).
V obou pipadech nesouhlasnych vyslédkebyla jednou z metod zachycena koinfekce
druhym genomovych druhenB. burgdorferi s.s. aB. afzeli). V pfipac€ nezachyceni
koinfekce u RFLP bylafiginou prava@podobr nizsi citlivost metody. V druhém
piipadt nebyla zachycena koinfekd®. afzelii metodou RLB. Vys#tlenim by mohla byt
mutace v intergenovém mezerniBu afzelij ktery pak v RLB nehybridizoval giglusnou

probou.
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Ok metody shod® uvadji, Ze nejétsi zastoupeni mB. afzelii, nasleds B. garinii,
pak B.b. s.s. a nejménB. valaisiana(stejr¢ jako studie Maetzel 2005). V koinfekcich je
nejpaetrgjsi B. afzeliiaB. garinii podle RFLP (podokinjako Pejchalova et al. 2007) a podle
RLB koinfekceB. afzeliia B. lusitaniae KoinfekceB. garinii a B. valaisianabyla shodg
odhalena pomoci obou metod. Koinfekée druhi byla detekovana pouze pomoci RLB.
Koinfekce se objevily ve stejné faiu dosplcu jako u nymf. U dosfici lze koinfekce
dvéma genomovymi druhy borélii vy&tlit transtadialnim penosem spirochét. U nymfiie
byt picinou prerusené sani na jednom hostiteli a ddeom sani na hostiteli jiném,
infikovaném jinym genomickym druhem borélie (Piesnma al. 1991). Druhou moZznosti je

simultanni infekce hostitele dma druhy borélii (Khanakah et al. 2006).

Zastoupeni jednotlivych drihse od evropského jméru (Hubédlek a Halouzka 1997,
Rauter a Hartung 2005)B. afzelii37,1 %, respektive 38 9B. garinii 39,7 %, resp. 33 %,
pakB.b. s.s. 15,9 %, resp. 18 M, valaisiana6,7 %, resp. 19% B. lusitaniae0,6 % resp.

7 % liSi zejména nizSim zastoupenBngarinii a vysokym zastoupeni. afzelii (77 %)

a B. lusitaniae(42 %). OdliSné zastoupeni genomovych drgghpravépodobr zagic¢inéno
odlisSnym sloZenim hostitelské fauny. Vysoké zastmipB. afzelii odpovidd velkému
zastoupeni drobnych hlodaycco by kompetentnich hostitetohoto druhuB. lusitaniaeje
naopak spojovana s plazy (Kurtenbach et al. 200Rrghs et al. 2009). Vifpac

B. lusitaniae se jednalo vzdy o koinfekci B. afzelii je proto mozné, Ze se jednalo
o zkiZenou reakci mezi probami (jak bylo popsano Geral.(2010)). FitomnostB. afzelii

v téchto vzorcich byla potvrzena pomoci RFLP. Z pohlbadstitelské spacifity genomovych
druhi B. burgdorferije pongrné prekvapivé malé zastoupeBi garinii jakoZzto genomoveho
druhu spojovaného s ptaky. V dalSim paknraani prace planujeme zapojeni molekularnich
metod identifikace hostitélklistat, které by rdli blize os\tlit vztahy mezi hostiteli, kligaty

a boréliemi v ramci tohoto biotopu.
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7. Zavwr

V ramci prace byl potvrzen vyskyt kit a spirochét lymeské boreliozy ¢siském
lesoparku Stromovka @eskych Budjovicich. Prevalence borélii wipads nymf dosahovala
nizsich hodnot & je evropsky pimer, v piipact dosglct vSak hodnot srovnatelnych. Tato

lokalita je vzhledem k zr@@ému vyuZiti k rekremim (telim epidemiologicky vyznamna.
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